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眯瞌键合细胞色素 c 的核磁共振双共振研究

邵伟平 魏金华 唐雯霞蜷
〈南京大学配位化学研究所，南京， 210008)

我们用 lHNMR 双共振技术测定了在pH=7.04，温度303-319K范围内眯哑键合氧化型fE迦

色素口 的平衡常数p 从 Van't Hoff和 Arrhenius方程得到键合的热力学常数 4日。 =48.5kJ. mol-t, 
LJ8 0 = 工84J. mol-1 .K-l 和活化能 E.=159 kJ. mol-1，并与其它血红索蛋白和模型化合物的热力学

常数作了比较和讨论.用饱和转移注归属了。ytc.lm 的血，王素坏上甲基峰p 首次用 NMR 方法确证

u哇在 7号氧化型 cyt 0 反应中取代了轴向 Met 80，形成新的JI1'e-N 键.

关键词:细胞色素 c) 核磁共校，反应热力学，咪哇.

细胞色素 c(cy也 c)是呼吸链中的一种电子转移蛋白口，21，晶体结构分析表明血红素在团位

于球状蛋白的空穴中， Fe 原子位于吟琳环平面上，在其上下分别与眯瞠 (Im)N(His 18) 和

心I (Met 80)配位[3J 在中性黯浪中氧化型 cyt c 的 Fe--S(Met 80)键较弱，能被外加的配体如

'.，JN-， N3"，毗脆， F- 等配基取代(4-()J 为了阐明朝!向配体在 cyt c 蛋白折叠中的作用以及轴向

配体对金属茧白氧化还原电位及电子传递性质的影响，本文首次用 lHNMR 方法研究了咪哇

与 cyt c 的反应，观察到反应中 F←←S (Met 80)键断开p新 Fe-N(咪吨〉键形成.并测得了不

同温度下反应的平衡常数.反应速平及热力学常数，并与其它血红素蛋白及棋型化合物和眯峰

反应的热力学常数作了比较和讨论.

实验

马心细胞色素 c(V1)为 Sigma 公司产品，并按文献 [7]方法纯化. cyt c 搭解在 pD 为

7.10 的咪瞠 D20 部液中， 3000 下反应 12h，经冻干后，样品榕于 99.80% 的 D且0 中，用少量

放 DOl 和 NaOD 嗣 pD 至 7.04(pD 直接从 pH 计读数，未经同位素校正).最后 cyt c 浓度

为 7.6 X 10-3 mol.dm-B，眯瞠为 0.12 mol. dm -3，使体系中 cyt c 及其与眯嗖配合物 (cyt c. 

1m) 的故度比约为 1:1.

饱和转移差谱按通常方法在 Bruker AM -500 NMH.仪 t得到.细胞色素。中叶琳环上

第八位甲基(HM-8)的自旋晶格驰豫时间 T1 用反转-恢复法测得.化学位移以二氧六环

(3.743ppm)为内标.

测定和计算 1m 与 cyt c 反应的速率常数和平衡常数的原理如下:假设 τ刑.， τCyt c.l. 和

M~ytc ， M~ytc.lm 分别是 cyt c 和 cy也 c.Im 的寿命和磁化强度， M俨e 和 MFthIE 是磁化强度

的热平衡值，饱和 cytc.Im 的某个峰时，与其对应的 cty c 上的峰的磁化强度与时间的关系由

方程 (1) 决定: M-c u-T 
M

一时
了

M~yt ，. , M叮 t c.Im 

一一'W'cyt cτcyt 0.1111 
(1) 
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对 M;FtME 也有类似方程.Tiyt e 是没有 1m 时， cyt c 的自旋晶格弛豫时间.当 cy也 c.1m 的

某个峰存在而达到稳态时

dM;yt e...... "JI In...+ .... T 
一~.:z =0 M:;,yt c.1m=0 dt - -. 

代入方程 (1)并简化得:

旦芝二= hte 
Mgytc Tj_Ytc ← τCyt I! 

根据't'Cyt c/'t'Cyt ..lm = M~yt. / MgytC.I血，得 't'cyt 川m=M~yt叫皿/M8ytc • 't'cyt e 

因此， MTe/M俨飞 Mgyt c / Mrr c.1m 可根据最低场分辨很好的血红素叶琳环上甲基峰在饱和
与未饱和时强度之比求得.反应速率常数仇，丸1 和平衡常数E 由下式求得=

kl 
cytc+1m 寺=主 cytc.1m

k-l 

>>1=__1 = 
Tcyt c' [1m] 

七=__ 1一
τc:r t c.1m 

K.pp= 孚!__ K = Kappr 1+导立1
N-1 L lIía" 

结果与讨论

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

氧化型 cytc 在 315K ， pD=7.04 条件下的超精细位移区的 NMR 谱见图 1a. 在 32.邸，

30.25 和 11.02ppm 处的峰分别为 cytc分子中环叫、琳 8， 3， 5 位甲基(HM-8， HM-3 , HM-5) 的

共振峰.图 1b 为 cyt c+1皿体系的同一区域的 NMR 谱，谱中除出现游离 cy也 c 的 HM斗，

HM-3 和 HM-5 外，尚出现属于 cytc.1m 的新峰. 当用第二射频脉冲预饱和 cyto十1m 体系

中 cyt c 的 HM-8 共振峰时，若反应方程(2) 中的 cyt c 和 cyt 0.1囚的寿命接近核磁共振的

时间酒畴，即

1 
't'Cytc，'t'c :rtC'Im~ _. _. 

CòCyt. - CòCyt .'lm 
则与其发生化学交换的 cyt c.1m 的 HM-8 的共振也有一定饱和(即饱和转移)，强度亦有一

定衰减(图 1吟，该现象在其与当预饱和脉冲放在非共振区，并在同样条件下得到的谱(图 lb)

的差谱(图 1的中更明显.这样根据饱和转移差谱就能确定 cyt c.1m 的 HM-8 峰为

24.17pp皿，用同样方法由图归，1f的饱和转移差谱可把 cyt c.1m 谱中 17 .46 与 13 .47ppm

共振峰归属为 cyt c.lm 的 HM-3 和 HM-5 峰.预饱和 cyt c 的与 Fe直接配位的 Met 80的甲

基质子峰 -21.28ppm，在 1.99ppm 处得饱和转移峰(图 2a)，但转移峰在甲墓氨基酸残基的

共振峰区，为区别此峰为 cyto.1m 分子中非配位 Met 80 的峰或配位 Met 80 的甲基的 NOE

峰，用同样条件预饱和纯 cyt c 的配位 M的 80 得到的谱(图 2b)在 1.99ppm 无 NOE 峰，表明
图缸中 1.99ppm 峰为 cyt c.1m 分子中非配位 Met 80 的甲基峰，该共振频率和无规则线团

中 Met 残基 8CH. 峰的 2.13ppm 相近，说明 cyt c.1m 中 Met 80 已被 1m 取代，并远离 FeP扣
麟，原来由于与 Fe(1II)配位引起的共振中的顺磁贡献已接近消失.

cyt c 和 cyt c.Im 的寿命、磁化强度比及由此按式 (3)← (5)计算得到的不同温度下反应

的速率常数和平衡常数列于表 1 中.随着温度的增加，正反应速率常数、道反应速率常数及平
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图1 在 T=315K， pD=7.04 下超精细

位移区的 lHNMR 谱

•. Cytc 的 NMR谱 (Ccytc-6.3 X 10-3mol.dm-S); 

b. cytc+lm 体系的 NMR 谱(coytc=7.6 X 10-8 

mol.dm斗.Clm-0.12 mol. dm斗，使体系中 cyt c 和

cytc.lm 浓度比约为 1:1); c. 预饱和 cytc +Im 
休系中 cytc 的 HM-8 峰所得的谱; d. tJl饱和
cytc+lm体系中 cytc 的 HM-8 峰的饱和转移差

谱; e. 预饱和 cytc+Im体系中 cytc 的 HM-3 峰

的饱和转移差谱; f. 预饱和巳ytc+.Im体系中
口ytc 的立M-5 峰的饱和转移差谱

--A-)....... r ~ 

也、 -0.0 -6.0 -10.0 -1:).0 -20.0 

6a{PPIIl 

图 2 在 T=319K， pD=7.04 下超精细

位移区 NMR差谱

a. 预饱和 cytc+lm 体系中 cyt 口的 Met 80 甲基所
得的饱和转移差谱; b. 预饱和 cyt c 样品中 Met 80 

甲基所得的饱和转移差谱

街常数增加. 在 303K 时测得的平衡常数与 Schejter r.S) 用分光光度法在 305K 得到的结果

不一致，是由于测定的离子强度不同，亲合力的明显增加估计来源于高盐浓度对蛋白质结构的

扰动(9) 平衡常数和速率常数与温度的关系根据 Van't Hoff 和 Arrhenius 方程得到z

lJH 0 I 1 \. lJS 。
1nK= 一一一一 ι'::""'1+一一一­R \ '1' J . β 

1n且叫h护俨一互主立fι丰)+1札1n
R\T/ 

图 3 为 1nK 和 1n101 对 1jT 作图.用线性回归法拟合得到了反应的热力学常数

lJH 0 = 48. 5 kJ • mol-1 R = 0 . 989 

iJS O =184J 'mol-1.K-l 

E a =159kJ .mo1-1 R=O.994 

与其它血红素蛋白及模型化合物与眯瞠反应(表 2) 比较， cyt c 对眯瞠的亲合力比

FeTPP01 和 Hemin c 小 3-4 个数量级， 比 Met HbA 和鸽子 Met Hb 小 1 个数量级， 与

崇 1 不同温度下咪垫键合 cyt c 的 h 和 X 值

HM-8静

咽.~-'"妒气旷『

MTe MMZ俨ytoolm 
HM-8铮铮

T/K M俨$ 。.lm Kl k-l 互ap~ K 
TlIms τIms τIms 

303 0.806 56.9 237 0.839 289 33.9 3 .46 9.80 17.8 

307 0.600 71.5 108 0.660 14.4 74.8 6.95 10.8 19.5 

311 0.348 71.2 38.0 0.502 74.6 2且 13.4 15.8 28.6 

815 。 .230 56.7 17.0 0.369 41.7 474 24.0 19.7 35.8 

319 0.172 47.0 9.78 。 .377 30.8 822 32.5 25.3 45.9 

• cyt C; ** cyt c.lm. 
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图 8 咪嗤键合 oyt c 的 lnK 和 1nkl 与温度 T-l 的关系

鲍鲸 MetMb 和人 Met Hb 相近，这与它们的热力学常数有关.cy也 c 与咪略反应的 LJH'"， LJS 。

均大于 0，尽管 LJHO>o 不利于反应向E方向进行，但 LJSO>o 弥补了 LJH O 的负作用，结呆是

使反应向正方向进行，说明 cyt 0 对 I皿的亲合力来自正的精变.而其它血红素蛋白及模型化

合物与眯瞠反应的 LJH气 LJS。均小于 0，说明对平衡常数的贡献来自负的 LJH。值.

表 2 各种血红素蛋白及模型化合物与咪哇反应的热为学常数

类 型 Kapp/mol-1. dmS 互/mol-1.dms I.J H O /kJ .mol-1 .dSo/J.mol-1.K-l 文 献

组鲸 MetMb 36.6",b [10] 

Ferri Mb 2.20土0.34•0 一17.1士2.9 一16.6士12.5 [11J 

人 MetHb 96a•d [12J 

Met HbA 20岳岛，。 -15.9土 2.1 [13] 

鸽子 MetHb 170' ，。 -5.0土 2.5 [13] 

Hemin c 1xl0eca,f) -46.0 -37.4 [14] 

FeTPPCl 6.3x104(.,g) -46.0 一58.1 [15] 

马心细胞色素 c 17.8 48.5 184 本文

a. 分光光度法; b. pH=7.0 , t=25'C , 1=0.11; C. t=25'C, 1 =O(外推); d. pH=6.0 , t=22 0 C; e. t-
200 0; f. t=35'C; g. t=25吧，溶剂 DMSO.

影响血红素蛋白与眯瞠键合反应的 LJH 和 LJS 的因素是多方面的. 一般说血红素蛋白的

肤链折叠为血红素辅基提供了相对疏水的1环境，相当于辅基处在低介电常数介质中肘l 低极

性环境使血红素与眯瞠键合反应的 LJH 趋负值C1l>l 据此， cyt 0 应和表 2所列其它血红素蛋白

与咪幢反应一样，其 LJH 值均应为负值.但是，由于眯瞠和 cyt c 的血红素 Fe 配位需取代与

Fe(III)配位的 M的 80， F萨-8 键断裂不仅引起 M的 80 远离 Fe，疏水腔中， Leu 68, Leu 64, 

11e57, Leu 94 等残基的位置发生变化，而且导致舍 M的 80 的肤链片断 79-85 位移口气造成比

其它 Met-H锦皿蛋白和眯瞠键合更大构象变化[在后一类蛋白中，咪瞠取代配位 H20 和 Fe

键合，仅引起疏水腔中远端 His(E7)及其它组成疏水腔的氨基酸残基的位移[18J] ，结果使 LJH

具有更大正值，因此，咪瞠键合引起 cyt 0 构象变化对 LJH 的贡献大于低极性环境对眯瞠和血

红素基的静电作用贡献导致反应的 LJH 为正值，降低了眯略与 cy机的亲合力.

cy也。与眯吨反应的 LJS 为正值也不同于表 2 中其它血红素蛋白反应的相应值.这和配体

与血红素蛋白键合引起疏水腔结构失序程度有关悦，6:1由于眯略与 cytc 键合使 Fe-S 键断

裂，疏水腔失序程度大于其它血红萦蛋白，使 cytc 和咪瞠反应的 LJS 值比其它血红素蛋白反应
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的相应恒更趋正值-
E 此外. cyt c 对眯略的亲合力较小，与正反应的活化能(E. -159 kJ • mol-1 有关，较高的活

化能说明要生成 cyt c.1皿配合物必须打破较强的键.
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Ab目tract

Kinetic and equilibrium data for the billding of imidazole to horse henrt 

ferricy也ochrome c at tempera切re ra丑ge of 303二310 K were determined at pH = 7 .04 

by using lH NMR double resona丑ce llle也hod. :B'rom Van't Hoff and Arrhenius 

equatio时， the ob田erved 也hermodynamic parame古ers for imidazole binding are t1H = 

48.5kJj血01 ， LlS=184Jjmo1.K, E a=159kJjmo1 and were compHred with those of 

other ferric hemoproteins and model co皿plex. The reaSon of lower a血nity of 

cytochrome c for imidazole waS discu四ed. Saturation tran吕fer experi皿en恼 were used 

to assign the resolved hyperfine-shifted resonances of ferricytochrome c. 1m to herue 

ring methyls. That the imidazole binds to iron by displacing the axia1 coordinated 

Met 80 was first confirmed by NMR. 


